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Mltitel zur Induktlon oder Xnhibitioxi elner Anglogenese. 

Die Erf ind\ing betrif ft ein Mittel zur Induktion oder Inhibi- . 
tion einer Angiogenese (BlutgefaSnevibi Idling) , ein Verf ahren 
zu dessen Herstellung sowie dessen Verwendung. 

Seit Hunderten von Jahren hat man versucht, die >Mikrozirkula- 
tion im Lappengewebe bereits vor dem Transfer des Gewebes me- 
dikamentos (z.B. durch Hirudines) , physiotherapeutisch (z.B. 
durcb Schr6pfk6pfe) oder chirurgisch (z. B. durch Vorschnei- . 
den des Lappens und Belassen in situ) zu konditionieren, um 
dadurch ein Uberleben des Gewebes nach einem Transfer siche- 
rer machen und gleichzeitig auch groSere Gewebeportionen in 
einer einzigen Operation iibertragen zu konnen, 

Durch die Einfiihrung der Mikrochirurgie wurde dieser gesamte 
Bereich revolutioniert , da nunmehr Gewebe transplantiert wer- 
den konnte, welches seine eigene burchblutung nach AnschluB 
der arteriellen und venSsen Gefafie gleich mitbrachte. Jedoch 
gilt hier genau wie fur den Bereich des gestielten Gewebe- 
transfers oder bei Transplantationen von Spalt- oder Voll- 
haut, da£ ohne ausreichende Mikrozirkulation das davon abhan- 
gige Gewebe dem Untergang anheim fallt. 



Im . Zeitalter der Gentechnologie ergibt sich hier ein v511ig 
neuer therapeutischer Zugang zu diesem Problem, namlich durch 
Induktion einer Neovaskularisation mittels Zelltransduktion 
zur Produktion angiogenetisch wirksamer Faktoren im betrof f e- 
nen Gewebe. 

tiberraschenderweise gibt es in der Plastischen Chirurgie bis- 
her nur wenig experimentelle Ansfitze, urn iiberhaupt die Mog- 
lichkeiten des Gentransfers fxir diesen Bereich zu nutzen. In 
den bisher erschienenen Arbeiten zur experimentellen und kli- 
nischen Transdiiktion von Zellen zur Produktion angiogenetisch 
wirksamer Faktoren war bisher noch keine direkte Relevanz ftir 
den Bereich der Plastischen Chirurgie aufgezeigt worden. Da- 
bei durfte die mOgliche therapeutische Bedeutung solcher an- 
giogenetisch wirksamer Substanzen gerade in diesem Bereich 
der Chirurgie unbestritten sein. Eine gesteuerte Einf lufinahme 
auf die Wundheilung und das Uberleben von Gewebe durch GefaE- 
induktion wurde nicht nur direkte klinische Bedeutung haben, 
sondem auch ein neues wissenschaf tliches Feld zum Studium 
und besseren VerstSndnis mikrozirkulatorischer Phanomene im 
Gewebe xmter physiologischen und pathophysiologischen Bedin- 
gungen erSffnen. 

Daraus ergibt sich die Aufgabe der Erfindung. 

Erf indTjngsgemaS wird ein Mittel zur Induktion oder Inhibition 
einer Angiogenese vorgeschlagen, daS isogene KSrperzellen uiti- 
faSt, die mindestens ein angiogenetisches oder antiangiogene- 
tisches Protein exprimieren. Isogene oder autologe Zellen im 
Sinne der Erfindvmg sind genetisch eineiige Zellen, die zu 
keiner Immuninkoinpatibilitat nach Retransplantation fiihren. 
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Nach einer Ausfuhrxingsform deir Erfindung ist in dem erfin- 
dungsgemafien Mittel das itiindestens eine angiogenetische Pro- 
tein xinter PDGF-A, PDGF-B, VEGF \ind bFGF ausgewahlt. 

Nach einer weiteren Ausfiihningsf orm der Erfindimg ist in dem 
erf indungsgexnaSen Mittel das mindestens eine antiangiogeneti- 
sche Protein VEGFR-1. 

Die Erf indiang stellt f emer ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes eirf indungsgemaSen Mittels bereit, bei dem 

a) in einem Korper durch Fremdkorper implantation die Bil- 
dung von isogenen Zellen ausgelost wird, 

b) die in Schritt a) gebildeten Zellen aus dem Karper ge- 
wonnen werden, 

c) die in Schritt. b) gewonnenen Zellen gentechnisch, z.B. 
durch retroviralen, insbesondere adenoviralen, Gentransfer, 
so verandert werden, daS sie im Falle einer gewiinschten In- 
duktion einer Angiogenese mindestens ein angiogenetisches 
Protein oder im Falle einer gewunschten Inhibition einer An- 
giogenese mindestens ein antiangiogenetisches Protein expri- 
mieren. 

Nach einer Ausfuhramgsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens 
esqprimieren die in Schritt c) gewonnenen Zellen ein iinter 
PDGF-A, PDGF-B, VEGF und bFGF ausgewahltes angiogenetisches 
Protein . 

Nach einer weiteren Aus fuhrungs form des erf indungsgemaSen 
Verfahrens exprimieren die in Schritt c) gewonnenen Zellen 
als antiangiogenetisches Protein VEGFR-1. 
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Die Erfindiing gibt ferner die Verwendimg eines erf indungsge- 
mafien Mittels oder eines nach einem erf indungsgemaiSen Verfah- 
ren hergestellten Mittels zur Induktion oder Inhibition einer 
Angiogenese an* 

Nach einer Ausf uhrungsf orxn* der erf indxmgsgemaSen Verwendung 
wird ein erf indimgsgemaSes Mittel oder ein nach einem erfin- 
dimgsgemaSen Verfahren hergestelltes Mittel in isogenes oder 
autologes Gewebe des KSrpers eingefiihrt, in dem eine An- 
giogenese induziert oder inhibiert werden soil. 

Das erf indungsgenalS Mittel eignet sich z.B. bei Diabetikem 
zur Behandlung von schlecht heilendem Ulkus oder zur Behand- * 
lung von Pat lent en mit peripherer arterieller Verschlufikrank- 
heit (pAVK) durch' Veinnehrung der Blutgef alSneubildung und zur 
Behandlung von Tumoren durch Verminderung derselben. 

Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankxing des An- 
spruchswortlauts unter Bezugnahme auf konkrete Ausfiihrungs- 
formen und Arbeitsbeispiele detaillierter beschrieben. 

In einer Reihe von experimentellen Untersuchungen hat der Er- 
finder f estgestellt, daS nach beispielsweise retroviralem 
Gentransfer in isogene Fibroblasten der Ratte (GMFB) diese in 
vitro eine stabile Integration z\im Beispiel des humanen Gens 
PDGF-A aufweisen. In vitro konnte dadurch eine bis zu 560- 
fach hShere Konzentration von zum Beispiel PDGF-AA, 
verglichen mit nicht genetisch modif izierten Fibroblasten 
(NMFB) erreicht werden. 

Weiterhin konnte erstmals in vivo gezeigt werden, daS GMFB 
wie auch NMFB nach Transplantation in einem epigastrischen 
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Insellappenmodell der Ratte nachweisbar vital bleiben. Das 
durch GMFB produzierte PDGF-AA fuhrte darm unter ischamischen 
Bedingungen in dem beschriebenen Modell zu einer sich inner- 
halb von 7 Tagen nach Transplantation manif estierenden Angio- 
5 genese und damit zu einer signifikant hoheren Uberlebensrate 
von ischamisch gefahrdetem Lappengewebe , 

In einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, daS die be- 
schriebenen angiogenetischen Effekte von PDGF-AA ischamieab- 

• hSngig sind und unter Norma Ibedingungen im nicht ischSmisch 
gefahrdeten Gewebe nicht auszulSsen sind. Weitere Untersu- 
chungen, in denen auf gentechnologische Zellmanipulationen 
verzichtet und statt dessen einmalige Bolusgaben von zum" Bei- 
spiel VEGF165 sowie des selektiven VEGF165-Antagonisten sFLT- 
15 1 D1-D6 verwendet wurden, erbrachten zwar angiogenetische Ef- 
fekte, die jedoch weit hinter den Ergebnissen der PDGF-AA-Ef- 

fekte durch retroviral modif izierte Fibroblasten zuriickblie- 

« 

ben. Gleichzeitig konnte gezeigt warden, daS der in vom im La- 
bor des Erfinders produzierte Antagonist sFLT-rl D1-D6 kli- 
20 nisch eine inhibitorische Wirkxing auf VEGF165 hat. 

Die bisher gefundenen Ergebnisse deuten darauf hin, ' daS in 
ischamischen Situationen eine funktionelle Angiogenese am 
ehesten durch eine teitrporare Genexpression in vivo sinnvoll 
25 ist, wobei ziinSchst eine Induktion von VEGF165 und kombiniert 
mit sFLTr-1 D1-D6 als selektiver Antagonist zur Negativkon- 
trolle erf'olgen soli . 

Material und Methoden 



30 
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Zellkulturen und deren genetische Modi fikat ion 
Fibroblasten: aus autologen Inbred-RattenstSmmen (weibliche 
Lewis-CRL-Ratten, Gewicht 200-215 Gramm; Charles River Labo- 
ratorien) gewonnene Fibroblastenkulturen 

Virusproduzierende Zellinie ; amphotrophe psi-CRIP-Verpak- 
ktingszellinie, die von murinen NIH-3T3 -Fibroblasten abstammt, 
welche die viralen Genprodukte gag, pol und env exprimieren 
(R. Mulligan, Whitehead Institute of Biomedical Research, 
Cainbridge, Mass. sowie W. Lindenmaier , Gesellschaft fttr 
Biotechnologische Foschxing/Baunschweig) . Transduktion der 
psi-CRIP Verpackimgszellinie mit MFG Plasmid DNS, Klonierung 
derselben \ind Screening der Zellinie, welche die h5chsten Vi- 
rionentiter produziert (J.R.Morgan, Shriners Bums Research 
Laboratories, Cambridge, Mass. sowie W. Lindenmaier, Gesell- 
schaft fiir Biotechnologische Foschung/Baunschweig) 
Fibroblasten-Zellkulturmedium; Dulbecco's modif iziertes 
Eagle-Medium (DMEM, hochprozentige Glucose, L-Glutamiri, Na- 
triumpyruvat 110 mg/L von Gibco BRL/ USA) , FBS (fetal bovine 
serum == fetales Rinderkalbserum) 10 % (Fa. HtClone/ USA), Pe- 
nicillin-Streptomycin lOOlU/ml-lOOmicrol/ml (Fa. Bohringer) , 
BCS (bovine calf serum = bovines Rinderkalbserum) 10 % (Fa. 
HtClone/USA) 

PBS (Phosphatgepuf f erte KochsalzlSsung) bestehend aus 138 iriM 
NaCl, 2,7 M KCl, 8,1 iriM Na2HP04, 1,5 mM KH2P04, sterilisiert 
iiber einen 0, 45-Mikrometer-Filter 

EDTA - Losung (genannt ^ Versene' ) (= (ethhylendinitriol) - 
tetraacetic acid disodivim Salz, Fa. Boehringer) : 5 mM in PBS 
aufgelost lond uber einen 0 , 45-Mikrometer-Filter sterilisiert 
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TrypsinlSsung (Trypsin 1-300, Fa. ICN Biochemicals) , beste- 
hend aus 0,1 % D-Dextrose (w/v) und Trypsin 0,1 % (w/v) in 
PBS bei einem pH von 7 > 5 

Aufbewahningsf lasche fiir Trypsin (25 ml , Fa. Wheaton Scien- 
tific) 

Polybrene (Fa- Sigma/USA) 

DMSO ( Dimethyl -Sulphoxid; Fa Sigma-Aldrich; Irvine /England) 
Versuchstiere und operatives Vorgehen 

400 autologe Lewis-Ratten (Inbred- St amme; weiblich) aus den 
Charles River Laboratories (Pitts field NH/USA) . Alle Tierver- 
suche erfolgen streng nach den hierftir vorgesehenen Protokol- 
larien des UniversitStsklinikums Lubeck. 

Silastikfolie (0,0127 mm Durchmesser; PharmElast, SF Medical 
Hudson MA/ USA) ' ' . 

Halskragen fur Ratten als Autokannibalismusschutz (Fa. Kent 
Scientific/Litchfield, CT/USA) 

Operationsinstmmentariiam incl . Mikrobesteck 

Aethylather (Fisher Scientific, Fair Lawn,NJ/USA) 

Ketamin (Ketanest 100 mg/ml; Fort Dodge Laboratories, 
Iowa/USA) 

Xylazin (Rampun 20 mg/ml; Bayer Corporation, Kansas/USA) . 
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Betadine 

Immunoassays und ELISA 

ELISA (Enzyme Linked Immianosorbent Assay) (R&D Systems, Min- 
neapolis/USA) . 

ELISA fiir VEGF-165/ sFLT-1, PDGF-B und bPGF aus dem Labor Dr. 
Weich / GBFBrauns chwe ig 

Histologiefarbungen und Immunhistochemie 
Haema toxyl in-Eos in 

Anti-Hximan von Willebrand Factor, IgG Fraction (Fa. Sigma, 
St. Louis, MO/USA) 

FITC Conjugate, Anti-IgG (Fa. Sigma, St. Louis, MO /USA) 

VEGFl 6 5 -mRNS -Analyse 

Die Methoden zur VEGF-mKNA - Quantif izierung sind ansich be- 
kannt (kompetitive RT-PCR, Northern blot). 

Fibroblastenproduktion 

Autologe Rattenf ibroblasten werden in 5 Tieren des oben ge- 
nannten Rattenstammes geziichtet als spatere Tragerzellen zur 
Expression des- gewiinschten Gen. Die Tiere werden hierftir an- 
Ssthesiert durch intraperitoneale Injektion z.B. einer Kombi- 
nation.aus 0,05 mg/gm Ketamin (Ketanest 100 mg/ml; Fort Dodge 
Laboratories, Iowa/USA) xind 0,0013 mg/gm Xylazin (Rampun 20 
mg/ml; Bayer Corporation, Kansas/USA) . Die spontan atmenden 
Tiere werden von Xyphoid bis zur Leistenregion rasiert und 
auf einen Operationstisch plaziert. 
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Die KSrper temper a tur wird wShrend eines jeden Experiitientes 
mittels eines digitalen Rektalthermometers gemessen und iiber 
eine Warmematte bei 36-37 Grad. Celsius konstant gehalten. 
Nach sterilem Abwaschen des Operationsgebietes erfolgt vom 
Xyphoid entlang der Linea alba nach caudal hin ein Schnitt 
mit dem lOer Skalpell, wobei nur die Haut und das subcutane 
Fettgewebe durchtrennt und die Faszie der Rektusmuskulatur 
belassen wird, um anschlieSend unter sorgfaitiger Schonxong 
der epigastrischen HautgefSfie nach beidseits lateral hin eine 
TongefShr 4x5 cm groJSe Wundtasche zu schaffen. 

In diese Tasche hinein wird eine ebenso groSe Silastikmembran 
(Silastik ist nur ein Beispiel fttr ein geeignetes Mateirial, 
das nach der Implantation die Bildung von isogenen Fibrobla- 
sten bewirkt \ind sonst keine weiteren Nebenwirkungen hat) 
(PharmElast; SF Medical) plaziert und durch subcutane Eck- 
nahte (6-0 Ethilon) fixiert. Diese MeirfDran hat eine Dicke von 
z.B. 0,0127 mm, ist besonders weich, auSerst flexibel und 
wird steril verpackt geliefert. Vor Implantation der Folie 
wird diese sterilgewaschen . Nach Fixieren der Folie in situ 
erfolgt der WundverschluS durch eine intracutane laufende 6-0 
Ethilonnaht mit Versenken der Eckknoten. 

Die Tiere werden iiber 7 Tage taglich beobachtet bei freiem 
Zugang zu Wa^ser und Nahrvmg, um frtihzeitig Probleme in der 
Wiindheilung aufdecken zu kSnnen. Nach diesem Zeitraum werden 
die Tiere wie zuvor beschrieben betaubt \ind die Silastikmem- 
bran, die als Fremdkorper die lokale Fibroblastenproduktion 
anregen sollte, mitsamt dem sich darvim gebildeten Narbenge- 
webe entfemt. Die Tiere werden eingeschlSf ert mittels einer 
intraperitonealen Uberdosis des genannten Anasthesifegemi- 
sches . 
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Fibroblastenseparation iind -zuchtung 

Das operativ gewonnene Fibroblastenkonglomerat wird sofort in 
DMEM bei 4 Grad Celsius bewahrt und einer moglichst raschen 
Verarbeitung imterzogen. Das Material wird unter sterilen Be- 
dingringen von der Silastilaneiribran abgelost. Samtliche Arbei- 
ten mit der Fibroblastenkultur f inden in einem Labor gentech- 
nische Sicherheitsstuf e 2 statt mit Luftabzug an jedem steri- 
len Arbeitsplatz • 

Das Material wird. nun einer ausgiebigen Waschung \interzogen 
in insgesamt 10 Plastikbehaltem mit jeweils 10 ml PBS (phos- 
phatgepuf fertes Kochsalz 0,9 %) • Jeder BehSlter kanri steril 
verschlossen werden, so dafi das Fibrozytenkonglomerat 10 x 60 
Sekunden lang kraftig im PBS geschiittelt werden kanri. Nach 
zweimaligem Waschen wird das Gewebe noch einmal enfcnommen, um 
letzte Bindegewebsreste xind Silasikanteile, die sich demar- 
kiert haben, unter sterilen Kautelen zu entfernen. 

Danach wird das Material in eine sterile 25 ml Monovette ge- 
geben und mit 5 ml Trypsin und 5 ml EDTA tiber 5 Minuten enzy- 
matisch behandelt, um die Fibroblasten aus dem Kollagen-ver- 
band zu losen. Die Zellen werden durch sterile Gaze gefiltert 
und anschlielSend in DMEM mit 20 %igem FBS gewaschen, um die 
Trypsinaktivitat zu neutralisieren. Die so gewonnene Suspen- 
sion wird bei 800 U/min iiber 5 Minuten zeritrifugiert . Die Fi- 
broblasten setzen sich am Boden ab und werden mit 10 ml DMEM 
auf gemi s cht . 

20 Mikroliter der Suspension werden in einem ZellzShler (Ha- 
mocytometer) ausgezahlt und der iJberstand anschliefiend' abpi- 
pettiert. Die Zellen werden dann in Brutkammem mit 75 cm^ 
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Bodenfiache mit einer Aussaat von 5 x 10^ Zellen/cm^ gezuch- 
tet. Die zachtung eirfolgt in einem Medivim aus DMEM, versetzt 
mit 100 Mikrograiran/ml Streptomycin, ICQ lU/ml Penicillin, 3 
Mikroliter/na Anphotericin, 5 % FBS und 10 Mikrogramm/ml 
Ascorbinsaure, welche tSglich zu dem Nahrmedivim dazugegeben 
wird. Das NSbrmedium selbst wird alia 3 Tage gewechselt, da 
die Fibroblasten sich durchschnittlich einmal pro 16-18 Stun- 
den teilen \ind einen entsprechenden Energiemetabolismus ha- 
ben. 

Wenn sdie Fibroblasten nabezu konfluieren, wird eine emeute 
Zellseparation durchgef iihrt . Die solchermafien gewonnenen Zel- 
len kdnnen anschlieSend neu ausgesat werden zur weiteren 
Zuchtung neuer Zellen oder auch asserviert und eingefroren 
werden. Dies erfolgt durch Zellseparation und anschlieSende 
Suspension in DMEM mit 10 % FBS und entsprechendem Antibioti- 
kazusatz. Im Falle einer Asservierung von CRIP - Zellen wer- 
den diese allerdings mit BCS-Medi^am suspensiert. Dem Medium 
wird als Kryoprotektivirai die Stibstanz DMSO in einem Mi- 
schTjngsverhaitnis von 1:10 beigefiigt. Pro ml Medium sollten 
dann zwischen 1 x 10^ Zellen enthalten sein. AnschlieSend 
werden jeweils 1-2 ml Medium/ Container abgefiillt und ftir 24 
Stunden bei - 20 6rad Celsius eingefroren. Am folgenden Tage 
werden die Container dann in - 80 Grad Celsius tiefgefroren, 
urn wiederum 24 Stunden spSter in flussigem Stickstoff bei - 
196 Grad Celsius zu verbleiben. Durch dieses schrittweise 
Einfrieren wird die Aiisbildung von Eiskristallen in der Sus- 
pension mit daraus f olgendfer Zellschadigung vermieden; 
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Produktion rekombinanter Retro- iind Adenoviren iind Qentrans- 
fer in die Fibroblastenkulturen 

samtliche gentechnischen Arbeiten werden in den dafur vorge- 
sehenen Raximlichkeiten der Sicherheitsstuf e 1 xind 2 nach den 
entsprechenden gentechnologischen Laborprotokollen durchge- 
fiihrt und sind von der zustSndigen Behorde fur gentechnisclie 
Sicherheit genehitiigt. 

Der erste Schritt beim Gentransfer besteht in der Produktion 
eines rekombinanten Virus, welcher das zu trans fer ierende Gen 
encodiert. In diesen Escperimenten wird eine cDNS, welche das 
interessierende Protein encodiert, mittels PGR (Polymerase 
Chain Reaction) amplif iziert . Die entsprechenden Primer pro- 
duzieren z.B. einen BspHl-Locus am Translations-Start'ercodon 
\ind z.B- einen BamHl-Locus am Translations-Stopcodon. Das 
Produkt der PGR kann dann isoliert werden durch Auftrennen 
des Genproduktes an den genannten Stellen und Insertion des 
gewonnenen Genes in die Ncol/BamHl Loci eines viralen Vek- 
tors, genannt MFG. Die erfolgreiche Ubertragung wird an- 
schlieBend durch DNS-Sequenzierung uberpriift. 

Dieser Vektor (MFG-Plasmid DNS) stammt z.B. aus dem imirinen 
Moloney LeukcLmie-Virus, enthSLlt selbst keine viralen Gene au- 
Ser denen, die zur Transkription, Verpackiing, reversen .Tran- 
skription. Integration und Expression des viralen Vektors mit 
dem darin befindlichen modif izierenden Gen notwendig. sind. Um 
nun Virionen produzieren zu kSnnen, die dieseri Vektor in 
Zielzellen genetisch verankern konnen, muJS der Vektor in eine 
spezielle Verpackungszellinie, welche'z.B. von murinen 3T3 
Fibroblasten stammt, integriert werden. Die Transduktion des 
Vektors in die entsprechende Verpackungszellinie wird ' durch 
die Zugabe von Calciumphosphat erleichtert, da dadurch die 
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Zellmembranen des Verpackiingszellinien temporar poros warden 
und dem viralen Vektor leichter Zugang zur Zelle verschaf f en. 
Diese Verpackungszellinie (Psi- CRI) wurde speziell proc3>u- 
ziert, xxra die viralen Proteine pol, env und gag zu liefern, 
welche ihrerseits Virionen herstell^n konnen, die den Vektor 
mit dem darin befindlichen modif izierenden Gen kodieren und 
tibertragen. Die Verpackungszellinie selbst kann keine Viren 
herstellen , die 'wild type' Replikanten entsprechen und da- 
mit virulent sind. Stattdessen transkribiert sie die DNS des 
rekombinanten viralen Vektors in ENS, welche dann in die KNS 
des Virions integriert wird. Die Psi- CRP-Verpackungszellinie 
scheidet dann das Virion, also den rekombinanten Virus mit- 
samt modif izierendem Gen in das Zellmedium aus. Eine Trans- 
fektion der Zielzelleri gelingt effektiv bei einer Menge von 
1,0 - 10,0 Mio. Virionen/ml Medium. Es wird deshalb jede 
transf izierte Zellinie nach der hochsten Titerproduktion 
uberpruft, um diese dann fur den Gentransfer zu selektieren. 
Fiir den adenoviralen Gentransfer wird als Cosmidvektor frag- 
ment ein padcos46 RESeGFP (39155 bp) verwendet und mit der 
entsprechenden gewiinschten Gensequenz bestiickt . Selbstver- 
standlich kjann der Vektor so konstiruiert werden, dafi eine 
Genexpression nur unter gleichzeitiger Gabe einer weiteren 
Substanz erfolgt. Damit ist eine zeitlich gesteuerte Escpres- 
sion mSglich. Geeignete Vektoren mit sog. "on/of f "-Genfunk- 
tionen sind im Stand der Technik bekannt. 

Fiir die Transduktion werden die gewonnenen Fibroblasten in 
Brutkairatiem mit 75 cm^ Bodenflache ausgesat und mit einem Me- 
dium aus DMEM, versetzt mit 100 Mikrogramm/ml Streptomycin, 
100 lU/ml Penicillin, 3 Mikroliter/ml Amphotericin und 5% 
FBS . Die Aussaat der Fibroblasten erfolgt . in einer niedrigen 
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Dichte (5 X 10^ Zellen) , iim eine moglichst groBe Effektivitat 
der Transduktion zu erreichen. 

Am Folgetag, wenh alle Fibroblasten Kontakt mit der Bodenfla- 
che der Brutkainmer bekommen haben iind sich langsam ausbrei- 
ten, wird ein Mediiimwechsel vorgenommen mit Medium aus der 
Psi-CRIP Zellinie. In diesem Medium be finden sich 1,0 - 10,0 
Mio Virionen/ml Medixim, welche f risch aus dem Medium der Ver- 
packungszellinie (Psi-CRIP) abpipettiert sind. Das Medium 
wird hierfiir zunSchst durch einen Porenfilter mit einem Po- 
rendurchmesser von 0,45 Mikrometern gefiltert, um es von 
Zelldebris und moglichen Kontaminantien zu befreien. An- 
schliefiend wird dem Medium die Substanz Polybrene in feiner 
Konzentration von 8 Mikrogramm/ml beigemischt. 

Polybrene ist wie Protamin und DEAE-Dextran ein kationisches 
Polymer, bestehend aus 1, 5-Dimethyl~l, 5-Diazadecamethylen-Po- 
lymethobromid, und entfaltet seine transf ektionsunterstiit- 
zende Wirkiing dadurch, daS es an die Viruspartikel adsorbiert 
und gleichermafien auch an die Oberf lache der Zielzelle, vim so 
die elektrostatischen AbstoSungskraf te dieser beiden negativ 
geladenen Stoffe abzuschwachen . 2ur Gewinnung ausreichend 
groEer Mengen an Viruspartikeln miissen die Zellen der Pgi - 
CRIP Zellinie bereits konf luent sein und ein Mediumwechsel am 
Vortag der Transduktion stattfinden, um eine mdglichst hohe 
Anzahl von aktiven Viren/ml Medium zu gewahrleisten. Die Vi- 
ren haben bei 37 Grad Celsius im Brutschrank eine durch- 
schnittliche halbzeitliche Lebensdauer von 6-8 Stunden Die 
Lebenszeit der Viren kann durch Senken der Brutschranktempe- 
ratur auf 32 Grad Celsius bis zum Zehnfachen verlangert und 
damit die Effektivitat der Transduktion erheblich gesteigert 
werden • 
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Wenn die rekombinanten Viren im Medium mit Zielzellen zusaiti- 
menkoinmen, wird das Virion an der Zelloberf lache der Fibro- 
blasten durch spezielle Rezeptoren gebunden \ind entlaSt das 
vexrpackte RNS Genom in das Zellinnere, Diese wird revers 
transkribiert lond die entstehende DNS gelangt in den Zellnu- 
kleus , wo sie in das Genom der Zielzelle stabil integriert 
wird. Diese integrierte Kopie des rekombinanten viralen Vek- 
tors mit dem modif izierenden Gen wird an die Tochterzellen 
weitergegeben wie jedes andere autosomale Gen. Zudem erfolgt 
eine s stabile regelmaSige Expression des Gens, so daS die 
Zielzellen nunmehr grofie Mengen des gewiinschten Protein se- . 
zernieren. 

Bei Verwendung adenoviraler Vektoren wird man eine nur' tempo- 
rare Genexpression erwarten konnen, welche nach einigen Zell- 
generationen wieder aus dem Zellgenom eliminiert warden wird. 
Das Medium sollte fiir 24 Stunden mit den Zielzellen zusammen 
belassen werden, um den Transduktionsvorgang in alien Zellen 
abgeschlossen zu haben. 

Das virus enthaltende Medium kann auch asserviert werden, vm 
es zu einem spSteren Zeitpvtnkt fiir eine Transduktion von Fi- 
broblasten zu verwenden. Hierzu wird das Mediiam abpipettiert 
•und auf Trockeneis schockgefroren, bis es eine gelbliche Far- 
bung annimmt. AnschlieSend wird das Medi\am bei - 80 Grad Cel- 
sius gelagert. Man mulS allerdings mit einem Verlust von 30 - 
50 % Viren durch diesen Vorgang rechnen. 

Das Wachstum der genetisch modif izierten gegenuber den unbe- 
handelten Fibroblasten wird \intersucht durch Aussaat von je- 
weils 5 X 10^ Zellen auf 60 mm durchmessende Petrischalen 
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\ind Auszahlen des Zellen in 12 - stundigem Abstand liber ins- 
gesamt 4 Tage nach dem oben genannten Verfahren. Hieraus las- 
sen sich Riickschlusse auf die biologische Aktivitat des se- 
zemierten Proteins ziehen, da die verwendeten Substanzen mit 
Ausnahme von sFLTl D1-D6 auch autokrin mitogen wirken,- also 
die Fibroblasten, welche selbst das Protein sezemieren, zur 
Zellteilimg anregt. Die Anzahl der Fibroblasten wird an- 
schlieSend unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels einer ZShl- 
kainmer gemessen vmd die Vitalitat der Zellen durch Evans-Blue 
bestimmt und mit den Kontrollen, welche aus iinbehandelten Fi- 
broblasten bestehen, verglichen. 

Die Proteinexpression wird aufierdem in vitro mittels ELISA- 
Techniken bestimmt werden. Es wird dabei eine wesentlich ho- 
here Proteinproduktion durch die genetisch modif izierten Fi- 
broblasten erwartet. 

V 

Die solchermaSen vorbereiteten Zellpopulationen werden nach 
Quantif izierung in Medium transportiert zur Durchfiihrung der 
sich daran anschlieSenden Operation. 

Operation 

Es werden 2 Untergruppen (I und II) mit jeweils 200 Tieren 
gebildet. Jede Untergruppe wird wiederum in 5 Subgruppen (I.I 
- I.V, II. I - II. V) zu jeweils 40 Tieren dividiert. Da 4 ver- 
schiedene Faktoren getestet werden sollen (VEGF 165, VEGF 165 
+ sFLT-1/ PDFG-B und bFGF) , muS jede Subgruppe wiederum in 4 
Untergruppen a 10 Tieren aufgeteilt werden. Das Korpergewicht 
der Tiere wird wahrend der Versuchstage regelmaSig mittels 
einer digitalen Waage bestimmt . 
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In Gruppe I wird 1 Woche vor der eigentlichen Operation jeder 
Lappen am aetheranasthesierten Tier in einer Ausdehnung von 7 
X 7 cm vorgezeichnet tind bereits zu diesem Zeitpiinkt die Lap- 
penbehandlung vorgenommen . 

Gruppe I.I erhalt im vorgezeichneten Lappenbereich eine sub- 
cutane Injektion von 10 Mio. genetisch modif izierten Fibro- 
blasten (GMFB) in 2 ml DMEM mit 10 % FBS. Die Injektion 
selbst erfolgt mittels einer sterilen 2 ml Spritze mit 0/4 mm 
durchmes sender Stahlkaniile in den Panniculus camosus zwi- 
schen SulSerem Faszienblatt der Bauchwand und Subcutis. Gruppe 
I. II erhait im vorgezeichneten Lappenbereich eine sxibcutane 
Injektion von 10 x 10^ nicht-modif izierter Fibroblasten 
(NMFB) , aufgelSst in 2 ml DMEM mit 10 % FBS. Gruppe I. Ill er- 
halt eine subkutane Injektion von 2 ml DMEM mit 10 % FBS ohne 
Zellzusatz. Gruppe I. IV erhalt eine svibkutane Injektion von 2 
ml NaCl 0,9 % ohne Zellzusatz. Genau eine Woche spater wird 
die chirurgische- Hebung der solchermaSen vorbereiteten Lappen 
durchgef uhrt . 

In der Gruppe II erfolgt die Lappenbehandlung am Tage der 
Lappenhebung . Gruppe I,V und Gruppe II,V werden wie die Grup- 
pen I.I und II. I behandelt und dienen Langzeitexperimenten. 
Diese Tiergruppen werden erst nach einem Beobacht\mgszeitra\jm 
von 6 Monaten (jeweils 5 Tiere) und 12 Monaten (jeweils 5 
Tiere) getStet. 

Das chirurgische Vorgehen ist in alien Untergruppen iden- 
tisch. Die Tiere werden anasthesiert durch intraperitoneale 
Injektion einer Kombination aus 0/05 mg/gm Ratte Ketamin 
(Ketanest 100 mg/ml; Fort Dodge Laboratories, Iowa/USA) und 
0,0013 mg/gm Ratte Xylazin (Rampun 20 mg/ml; Bayer Corpora- 
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tion, Kansas /USA) . Die spontan atmenden Tiere werden von Xy- 
phoid bis zur Leistenregion rasiert und auf einen Operations- 
tisch plaziert. Die Korpertemperatur wird wahrend eines jeden 
Experimentes mittels eines digitalen Rektalthermometer gemes- 
sen und uber eine Warmematte bei 36-37 Grad Celsius kon- 
stcint gehalten, 

In jedem Tier wird ein standartisierter epigastrischer Lappen 
gehoben itiit den Mafien 7 x 7 cm. ZxinSchst wird dabei die Basis 
des Lappens vorgeschnitten, die Femoralgef Sfie auf beiden Sei- 
,ten a^ufgesucht und anschlieEend der Lappen inclusive Haut und 
;Subcutis an den beiden inferioren epigastrischen Gefafinerven- 
btindeln vollstandig gehoben, so daS die Durchblutiing des Lap- 
pens allein iiber diese GefSSstiele gewShrleistet bleibt. Die 
superioren epigastrischen GefSfistiele werden durchtrennt nach 
Ligatur mittels 6-0 Ethilonnaht. Ebenso wird auch fiir jeden 
Lappen das linksseitige Gef aSneirvenbundel unter 2 6-0 Ethi- 
lonligaturen durchtrennt, so daS der Lappen nixninehr lediglich 
uber die rechtsseitigen StielgefaJSe ernahrt wird. 

Gmppe II, I und Gruppe II. V erhalt im vorgezeichneten Lappen- 
bereich eine s\ibcutane Injektion von 10 x 10^ genetisch modi- 
fizierten Fibroblasten (GMFB) in 2 ml DMEM mit 10 % FES- Die 
Injektion selbst erfolgt wie schon fiir Gruppe I.I beschrie- 
ben. Gruppe II. II erhalt im vorgezeichnetfen Lappenbereich 
eine subcutane Injektion von 10 x 10^ nicht-modif izierter Fi- 
broblasten (NMFB) , aufgelost in 2 ml DMEM mit 10* % FBS. 
Gmippe II. Ill erhalt eine subkutane Injektion von 2 ml DMEM 
mit 10 % FBS ohne Zellzusatz. Gruppe II. IV erhSlt eine svibku- 
tane Injektion von 2 ml NaCl 0,9 % ohne Zellzusatz. Anschlie- 
Send wird jeder Lappen wieder in sein Wundbett eingenSht. 
Hierzu werden zunachst 4 Ecknahte sowie 2 Nahte in der Me- 
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dianlinie mit einer 6-0 Ethilonnaht gesetzt \md anschlieSend 
der ganze Lappen durch eine laufende 6-0 Ethilonnaht in- 
tracutan mit Versenken der Knoten eingenaht. 

Alle Tiere erhalten postoperativ einen Halskragen (Fa. Kent 
Scientific) , laiti sie vor Autokannibalismus zu schiitzen. Gisnau 
eine Woche nach diesem Eingriff werden die Tiere der Gruppen 
I.I-I.IV Tind II.I-II.IV ein letztes Mai operiert. Die Lappen 
werden auf eine in qinm planimetrisch aufgeteilten Plastikfo- 
lie nach ihrem Aiiteil an vitalem xind nekrotischem Lappenge- 
webe oibertragen zur spateren computergesteuerten Bildanalyse. 
Nach anschlieiSendem erneuten Heben der Lappen werden die 
Lappenpraparate abschlieSend "in ihrer Gesaititheit mit der dar- 
unter liegenden Muskelschicht zur weiteren histologischen, 
iinmunhistochemischen \ind m-RNS-analytischen Untersuchung ent- 
nommen. Zuletzt werden die Versuchstiere durch eine intrape- 
ritoneale Uberdosis Ketamin getotet. 

6 Monate bzw. 12 Monate nach Zelltransplantation erfolgt in 
den Tieren der Gruppen I.V und II-V die histologische und im- 
munhistochemische Evaluation der Langzeitergebnisse, vm die 
Dauerfolgen nach einer gentechnologischen Manipulation im Ge- 
webe nSher \xntersuchen zu kSnnen. 

samtliche Operationen finden in den von der UKL dafur vorge- 
sehenen RSumlichkeiten der gentechnischen Sicherheitsstuf e 1 
statt . 

Histologies Iimuunhistochemie und Gewebeextraktion 

Die histologische Aufarbeitung der Praparate erfolgt nach Fi- 
xation in Formaldehyd und Farbung in Hamatoxylin/Eosin. Die 
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Praparate werden zuvor in Paraffin eingebettat, rait dem Mi- 
krotommesser in 5 Mikrometer dunne Schichten geschnitten, in 
Praparateplatten fixiert und einer entsprechenden Farbung \in- 
terzogen. Eine Farbung der Praparate erfolgt getrennt nach 
Hamatoxylin/Eosin als primSre und Gegenf arbTing in der Iinmun- 
histochemie. 

10 weitere Tiere aus den Gruppen I und II, deren Lappengewebe 
mit GMFB behandelt wurde, werden nach 6 bzw. 12 Monaten sa- 
krifiziert und das noch verbliebene angiogenetisch verSnderte 
Gewebe einer histologischen Untersuchung unterzogen. 

Immunhistochemisch wird eine FSrbung mitt els Immunperoxidase 
fur Faktor VIII (von Willebrand Faktor) mit Antiserum von Ka- 
ninchen zur Anf arbung von Endothelzellen sowie eine ' Chlor- 
acetatesterasef arbung zur Darstellung polyiaorphonuklearer 
Zellen durchgefiihrt . Zusatzlich wird eine Farbung zum Nach- 
weis des sezernierten Proteins im Lappengewebe vorgenoramen. 

Das frisch entnoinmene Gewebe wird auf seine Produktionsf ahig- 
keit von produziertem Protein mittels m-KNA-Analyse durch 
quantitative PCR-Analyse -untersucht., um einen Anhalt iiber die 
Menge und Dauer der Proteinproduktion durch die GMFB zu be- 
. kommen. 
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Patentanspriiche 

1. Mittel zur Induktion oder Inhibition einer Angiogenese, 
das isogene Korperzellen ximfafit, die mindestens ein angioge- 

5 netisches oder antiangiogenetisches Protein exprimieren. 

2. Mittel nach Anspruch 1, wobei das mindestens eine angio- 
genetische Protein unter Platelet Derived Growth Factor A 
(PDGF-A), Platelet Derived Growth Factor (PDGF-B) , VEGF und 

^ bFGF ausgew^hlt ist . . 

3. Mittel nach Anspruch 1, wobei das itiindestens eine anti-- 
angiogenetische Protein VEGFR-1 ist. 

15 4 . Verf ahren zur Her st el lung eines Mittels nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3, bei dem 

a) in einem Korper durch Fremdkorperimplantation die Bil- 

« 

dung von isogenen Zellen ausgelost wird, 

b) die in Schritt a) gebildeten Zellen aus dem Korper ge- 
20 wonnen werden, 

'jjj^^^ c) die in Schritt b) gewonnenen Zellen gentechnisch so yer- 
andert werden, dafi sie im Falle einer gewunschten Induktion 
einer Angiogenese mindestens ein angiogenetisches Protein 
Oder im Falle einer gewiinschten Inhibition einer Ttogiogenese 
25 mindestens ein antiangiogenetisches Protein exprimieren. 

5. Verf ahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt c) ge- 
wonnenen Zellen ein unter PDGF-A, PDGF-B, VEGF und bFGF aus- 
gewahltes angiogenetisches Protein exprimieren. 
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6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt c) ge- 
wonnenen Zellen als antiangiogenetisches Protein VEGFR-1 ex- 
primieren. 

• 5 7 , Verwendung eines Mittels nach einem der Anspruche 1 bis 
3 Oder eines nach einem Verfahren nach einem der Anspruche 4 
bis 6 hergestellten Mittels zur Induktion oder Inhibition ei- 
ner Angiogenese. 

• 8. Veacwendxing nach Anspruch 7, bei der ein Mittel nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 3 oder ein nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 4 bis 6 hergestelltes Mittel in isogenes 
Gewebe des KSrpers eingefiihrt wird, in dem eine Angiogenese 
induziert oder inhibiert werden soli. 



Zu s amcnen fassung 



Die Erfindung betrifft ein Mittel zur Induktion oder Inhibi- 
tion einer Angiogenese, ein Verfahren zu dessen Herstellung 
sowie dessen Veiwendung. 
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